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RESUMO

Cordia verbenacea DC. pertence a familia Boraginaceae que contém aproximadamente
100 géneros, com mais de 2000 espécies distribuidas em todo o planeta. Ocorre ao
longo de todo litoral brasileiro, sendo considerada, também, uma planta comum na
Floresta Tropical Atlantica, possuindo varios nomes populares como maria-preta, maria-
milagrosa e catinga-de-bardo, sendo o mais comum erva-baleeira, ou simplesmente
baleeira. E amplamente utilizada para tratar processos inflamatorios sendo geralmente
aplicada topicamente nas areas atingidas. Foi utilizada pelo laboratério Aché para o
desenvolvimento do Acheflan®, primeiro medicamento fitoterapico 100% nacional com
registro na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), utilizado para o
tratamento de tendinites cronicas e dores miofaciais. Este trabalho objetivou: tragar um
perfil fisico-quimico da droga vegetal oriunda das partes aéreas de Cordia verbenacea;
realizar um estudo anatémico e histoquimico do limbo; realizar um estudo fitoquimico
preliminar tracando um perfil do extrato bruto e de suas fracBes, bem como verificar
seus respectivos potenciais anti-Candida. Tricomas tectores e glandulares, estdmatos
anomociticos e idioblastos contendo areia cristalina destacam-se como marcadores
anatdmicos. O estudo histoquimico revelou a ocorréncia de lipidios totais, 6leos
essenciais, terpenoides com grupo carbonila, compostos fendlicos, flavonoides e
pectinas. A droga vegetal estudada apresentou resultados favoraveis ao estabelecimento
de parametros fisico-quimicos , tais como, perda por dessecacdo (8,40%), cinzas totais
(17,40%) e cinzas insoluveis em acido (1,02%), com perfil fitoquimico preliminar
apontando ocorréncia de saponinas, flavonoides, alcaloides, terpenos e taninos. O
estudo em CCD foi confirmativo para flavonoides, terpenos e taninos. O extrato bruto e
suas fracbes (aquosa, hexano, n-butanol e acetato de etila) apresentaram resultados
interessantes quando comparados com os resultados do 6leo essencial de Cordia
verbenaceae encontrados na literatura. As concentrac@es inibitdéria minina variaram
contra cepas de Candida albicans (1250 a >2500ug mL™), C. krusei (312,5 a 625 pg
mL™), C. parapsilosis (625 a 2500 pg mL™), C. glabrata (9,77 a 36,06 ug mL™) e C.
tropicalis (312,5 a 625ug mL™). Ampliando assim os estudos n4o apenas focados no

6leo essencial, mas também na producdo de extratos.

Palavras-chave: Cordia verbenacea, farmacobotéanica, controle de qualidade,

fitoquimica, atividade antifungica



ABSTRACT

Cordia verbenacea DC. belongs to the Borraginaceae family, which contains
approximately 100 genera and over 2000 species distributed across the planet. This
species occurs all along the Brazilian coast, and it’s also considered a common plant in
the Atlantic Rainforest, having many popular names like maria-preta, maria-milagrosa e
catinga-de-bardo, the most common erva-baleeira, or simply baleeira. It is widely used
to treat inflammatory processes and it’s usually applied topically on the affected areas.
It was used by the Aché laboratories for the development of Acheflan®, it was the first
national herbal medicine registrated in the Brazilian Regulatory Agency for Sanitary
Surveillance (ANVISA), indicated for the treatment of chronic tendinitis and myoface
pain. The aim of this work is to obtain a physical-chemical profile of the plant drug
derived from branches of Cordia verbenacea; develop a morphological and
histochemical study of limbo; develop a preliminary phytochemical study outlining a
profile of the crude extract and its fractions, as well as checking their anti-Candida
potential. Tector trichomes, glandular trichomes, anomocytic stomats and idioblasts
with crystal sands stand out as anatomical markers. The histochemical study revealed
the occurrence of lipids, essential oils, terpenoids with the carbonyl group, phenolic
compounds, flavonoids and pectins. The drug studied showed favorable results to the
establishment of physico-chemical parameters, such as loss on drying (8.40%), total ash
(17.40%) and acid insoluble ash (1.02%), and a preliminary phytochemical profile that
points occurrence of saponins, flavonoids, alkaloids, terpenes and tannins. The CCD
study was confirmatory for flavonoids, terpenes and tannins. The crude extract and its
fractions (aqueous, hexane, n-butanol and ethyl acetate) showed interesting results when
compared with the results of the essential oil of Cordia verbenaceae literature. The
minimum inhibitory concentrations ranged against strains of Candida albicans (1250 -
>2500ug mL™), C. krusei (312.5 - 625ug mL™), C. parapsilosis (625 - 2500ug mL™),
C. glabrata (9,77 — 36.06ug mL™) and C. tropicalis (312,5 - 625ug mL™). Thus
extending the studies not only focused on the essential oil, but also in the production of

extracts.

Keywords: Cordia verbenacea, pharmacobotany, quality control, phytochemical,

antifungal activity
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1. INTRODUCAO

Desde os tempos mais remotos, as plantas sempre estiveram ligadas ao cotidiano
do homem, servindo como alimento e como remédios aos seus males (BENDAZZOLI,
2000). Estudos da década de 90 realizados pela Organizacdo Mundial da Salde,
mostravam que de 65-80% da populacdo dos paises em desenvolvimento tinham nas
plantas medicinais a Unica fonte de acesso aos cuidados a satde (AKERELE, 1993). No
Brasil as plantas medicinais sdo consumidas com pouca ou nenhuma comprovacao
farmacologica. Muitas vezes estas plantas sdo utilizadas para fins medicinais diferentes
daqueles usuais (VEIGA-JUNIOR & PINTO, 2005).

A droga vegetal a ser utilizada deve corresponder a um material de qualidade
seguro e eficaz. Para tanto, realiza-se a caracterizacdo da matéria-prima vegetal por
meio de técnicas fisico-quimica. Diversos estudos avaliam as caracteristicas da planta
medicinal de modo a contribuir para um consenso quanto aos parametros e perfis de
qualidade. Além disso, a presenca dos metabdlitos secundarios responsaveis pela
atividade deve ser averiguada. Quando ndo se tem conhecimento de quais sdo esses
metabolitos, deve-se realizar uma triagem fitoquimica preliminar, podendo-se
determinar quais classes de metabolitos estdo presentes, como alcaloides, flavonoides,
taninos, antraquinonas, saponinas, dentre outros.

Devido a varios estudos do potencial do 6leo essencial de Cordia verbenacea, e
a um numero reduzido de estudos fitoquimicos com ndo volateis, o presente estudo teve
como objetivo, realizar uma analise farmacogndstica da droga vegetal, com isso
proporcionar dados que sirvam como apoio para futuras pesquisas, a fim de fornecer
informacdes sobre os parametros analisados, para que estes possam servir como
referéncia para o controle de qualidade desta espécie, como matéria-prima vegetal, para
a producao de fitoterapicos.

Também, a busca de plantas medicinais como fonte de principios ativos
antimicrobianos ocupa um grande grupo de pesquisas, visto que a ocorréncia de cepas
resistentes aos antimicrobianos existentes tem se tornado preocupante.

Cordia verbenacea foi estudado quanto a atividade de seu 6leo essencial, se
destacando contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli (PINHO et al., 2011,
Rodrigues et al., 2012). Contudo, pouco se conhece a respeito de seus extratos frente
aos fungos. Desta forma, foi realizado um estudo para o potencial da atividade anti-

Candida do extrato bruto e suas frac6es (aquoso, n-butanol, acetato de etila e hexano).



11

2. REVISAO DA LITERATURA

As plantas medicinais constituem importantes recursos terapéuticos para
tratamentos de doengas. Servem tanto a conhecida “medicina caseira”, que faz parte da
cultura popular, como de matéria-prima para elaboracdo de medicamentos fitoterapicos
ou extracdo de compostos quimicos com atividade terapéutica. A fitoterapia existe
principalmente no mercado informal, o que representa grande perigo a saude da
populacdo, pois neste caso, sua comercializacdo ocorre desconsiderando 0s aspectos
relativos ao controle de identidade e/ou pureza (CORDEIRO et al., 2006).

Séo considerados medicamentos fitoterapicos os obtidos com emprego exclusivo
de matérias-primas ativas vegetais, os quais a eficacia e seguranca sao validadas através
de levantamentos etnofarmacologicos, utilizacdo, documentos tecnocientificos ou
evidéncias clinicas. Os fitoterapicos sdo caracterizados pelo conhecimento da eficacia e
dos riscos de seu uso, bem como pela reprodutibilidade e constancia de qualidade
conforme a RDC 14/2010 da ANVISA (ANVISA, 2010). E indiscutivel a necessidade
de um maior e melhor controle nesse ramo farmacéutico, pois os fitoterapicos
representam uma alternativa economicamente viavel a populacdo (BENDAZZOLI,
2000).

O uso correto para fins terapéuticos requer o uso de plantas medicinais
selecionadas por sua eficacia e seguranca terapéuticas. A toxicidade de medicamentos
preparados com plantas pode parecer peguena, porém, quando comparada com 0S
medicamentos de origem sintética, se torna um problema preocupante a salude publica
(BALBINO, 2010).

Inimeras espécies sdo amplamente usadas pela populacdo, algumas possuem
estudos quimicos e/ou farmacoldgicos que oferecem suporte para a sua utilizacéo,
outras sdo empregadas baseadas apenas em conhecimento empirico ou tradicional.
(SIMOES et al., 2010).

A validacdo de novas drogas vegetais através da pesquisa seria 0 caminho para
obtengdo de um melhor aproveitamento das plantas medicinais e seus derivados
aplicados a fitoterapia (LORENZI, 2008). Uma tendéncia que se destaca, devido ao
aumento na procura por parte da populacdo de produtos funcionais baseados em
principios ativos vegetais, desta forma, muitas empresas esta conscientes das tendéncias
deste tipo de consumo e buscam novos ingredientes para incorporar aos produtos ja

existentes e aos que serdo desenvolvidos no futuro (HUBINGER et al., 2009), como no
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caso de agentes antimicrobianos, que estdo sempre em estudos devido a varias espécies
de micro-organismos e a sua crescente resisténcia contra os antimicrobianos no
mercado.

Como no caso da familia Boraginaceae, a qual, se encontram estudos de
atividade antimicrobiana em varias de suas espécies, como por exemplo a Cordia
globosa que em estudo desenvolvido por Zavaleta et al. (2011) apresentou atividade
contra bactérias gran positivas com a concentragdo inibitoria minima variando de 125 a
1.000 pg/mL .

A familia Boraginaceae contém aproximadamente 100 géneros, com mais de
2000 espécies distribuidas em todo planeta. Seus maiores centros sdo as regides do
mediterraneo e nos Estados Unidos. No Brasil, é representada por poucos géneros
(BARROSO et al., 2002). Insetos e animais herbivoros consomem estas espécies
podendo levar a teoria de que elas podem ser isentas de toxicidade, ressaltando a
diferenca entre os organismos desses animais e o organismo humano (JORGE et al.,
1998).

Dentre as varias espécies desta familia as tipicamente brasileiras sdo a Cordia
corymbosa G. Don, utilizada no tratamento de feridas, Cordia curassavica Auct. Ex
Fresen, com propriedades antifingicas, larvicida e usada no tratamento de resfriados,
dores de cabeca, doencas parasitarias e de pele, Cordia salicifolia Cham, contém
atividade antiviral, diurética e util no tratamento da obesidade e Cordia verbenacea
DC., anti-inflamatoria, anti-ulcera e anti-reumatico e cicatrizante (BARROSO et al.,
2002).

Cordia verbenacea DC. (Figura 1), também nomeada como Cordia salicina,
Cordia curassavica, Cordia cylindristachia, Lithocardium fresenii, Lithocardium
salicinum e Lithocardium verbaceum (DE CARVALHO JR et al., 2004), é uma planta
arbustiva, perene, com folhas vigorosas, sem brilho e superficie crespa, suas flores sdo
pequenas, de corolas brancas e reunidas em inflorescéncias escorpidides e vistosas, as
partes aéreas apresentam forte odor facilmente desprendido pelo manuseio (LORENZI
& MATOS, 2002). Ocorre ao longo de todo litoral brasileiro comumente encontrada no
trecho compreendido entre os Estados de Santa Catarina, Parand e Sdo Paulo, sendo
considerada, também, uma planta comum na Floresta Tropical Atlantica, possuindo
varios nomes populares como maria-preta, maria-milagrosa e catinga-de-bardo, sendo o

mais comum erva-baleeira, ou simplesmente baleeira (LADEIRA, 2002).
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Figura 1: Imagem de Cordia verbenacea DC. (www.ufrgs.br/fitoecologia/florars)

As preparacdes populares (tradicionais/garrafadas) empregando solugdes
hidroetandlicas de Cordia verbenacea (partes aéreas) sdo amplamente utilizadas para
tratar varios processos inflamatorios e sdo geralmente aplicadas topicamente nas areas
atingidas. Também sdo indicadas para artrites, reumatismos e problemas de coluna
(PINTO et al., 2009). Os principios ativos ja identificados compreendem atualmente
componentes do 6leo essencial, com seu principal componente sendo 0 a-humuleno e

os flavonoides, principalmente a artemitina (Figura 2) (MATIAS et al., 2010).

O hyle

O hle
CH,O 8] O
C
CHa CH,O Chde

CH OH O

CHy

Figura 2: Formula estrutural do o-humuleno e da artemitina, respectivamente.
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Sertié et al. (1988), relatou que o extrato hidroalcodlico liofilizado de folhas de
C. verbenacea apresentou atividade anti-inflamatoria, aliada a um efeito protetor da
mucosa gastrica e uma toxicidade muito baixa (DL50 (DL50 = 131,6 mg kg™), sendo
100 vezes maior do que a DE50 (DE50 = 1,24 mg kg™) quando administrado por via
oral em camundongos.

Estudos fitoquimicos realizados com Cordia verbenacea identificaram a
presenga de monoterpenos, sesquiterpenos (DE CARVALHO JR. et al., 2004),
triterpenos (VELDE et al., 1982) e flavonas (VELDE et al., 1982; LINS et al., 1990). J&
seu Oleo essencial tem o a-pineno como constituinte prinicpal (29,69%), trans-
cariofileno (25,27%), aloaromadendreno (9,99%) e o-humuleno (4,64%) (DE
CARVALHO JR. et al., 2004).

Assim, o Laboratorio Farmacéutico Aché, considerando o conhecimento
etnofarmacolégico da Cordia verbenacea, desenvolveu o Acheflan®, anti-inflamatério
fitoterapico indicado para tratar tendinite crénica e dores miofaciais, o qual tornou-se
conhecido por ter sido o primeiro medicamento fitoterapico desenvolvido com
tecnologia 100% nacional. O produto é apresentado nas formas farmacéuticas de aerosol
e de creme, cada uma contendo 5,0 mg do 6leo essencial de erva-baleeira (Cordia
verbenacea), padronizado em 2,3-2,9% do monoterpeno a-humuleno. Entrou no
mercado em junho de 2005 (COUTINHO, 2009; SANTOS & PINHO, 2010). Além
disso, a Cordia verbenacea faz parte da lista composta por 71 plantas com potencial
terapéutico indicadas pelo SUS (Sistema Unico de Saude) para estudos e posteriormente
serem liberadas para consumo da populagdo (BRASIL, 2006).

Em estudos de atividade antimicrobiana, propbe-se que metabdlitos secundarios
como o caso dos flavonoides apresentam boa atividade antifingica, assim como taninos,
terpenoides e alcaloides (ARIF et al., 2009; COWAN, 1999). Scalbert (2001) propde
para explicar a atividade antimicrobiana dos taninos, a inibicdo das enzimas
extracelulares, privacdo dos substratos necessarios para o crescimento microbiano ou
acdo direta sobre o metabolismo microbiano através da fosforilacdo oxidativa.

Estudos demonstram que Cordia verbenacea apresenta flavonoides como um de
seus ativos terapéuticos (MATIAS et al., 2010), de modo que em estudos possam vir a
apresentar atividade antiflngica. Ela j& foi estudada quanto a sua agdo antibacteriana
por Rodrigues et al. (2012) se destacando no combate Staphylococcus aureus e
Escherichia coli com CIMs 64pg ml™ utilizando seu 6leo essencial, também apresentou
uma consideravel atividade atividade fungistatica contra Candida albicans e Candida
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krusei com CIMs de 512ug ml™.

A candidiase expressa variedade de relacBes que ocorrem entre hospedeiro e
microbiota autdctone, isto é, do comensalismo & doenca sistémica fatal. O género
Candida ¢é responsavel pela colonizacdo, por infecgdes fungicas superficiais em
imunocompetentes e por infeccBes sisttmicas em imunodeprimidos, tais como 0s
portadores do virus da AIDS e em pacientes transplantados como descrito no estudo
realizado por Neto et al. (1997) que verificou episddios de candidiase em pacientes que
realizaram transplantes renais nos quais 0s agentes mais freqiientes encontrados foram
Candida albicans, seguida de C. tropicalis e C.glabrata. A variedade de apresentacdes
da doenca leva a necessidade de utilizacdo de diferentes métodos de diagnosticos e
esquemas terapéuticos.

Leveduras do género Candida sdo comumente encontradas no homem e em
outras espécies de animais, podendo também fazer parte da microbiota normal dos seres
humanos (ANAISSIE & ANDERSON, 1992), pois se trata de um patégeno comumente
encontrado. Pode ser encontrada principalmente na orofaringe, no trato gastrintestinal e
na vagina e, quando ocorre desequilibrio, pode causar uma infeccdo flungica: a
candidiase. Contudo, Candida tropicalis, Candida krusei, Candida parapsilosis e
Candida guilliermondii sdo encontradas com menor frequéncia (CROCCO et al., 2004).

Além da candidiase oral que é a infeccdo oportunista mais comum em pacientes
imunocomprometidos, tendo a clorexidina utilizada como auxilio em seu tratamento, 0s
azoéis (fluconazol e o cetoconazol) como importantes antimicrobiano auxiliares no seu
tratamento se faz uso também de anfotericina B (MACHADO et al., 2010). A
candidiase vaginal afeta muitas mulheres em idade adulta, estima-se que
aproximadamente 75% destas tenham pelo menos um episodio de vulvovaginite fungica
durante sua vida, das quais, 40 a 50% vivenciam novos surtos. A especie isolada mais
frequente de secrecOes vaginais continua sendo Candida albicans, que durante muito
tempo se acreditava que era a Unica capaz de produzir doengas no homem, contudo,
outras especies também estdo envolvidas neste tipo de infecgdo (ALVES et al., 2010).
Sobel et al. (1998) demonstraram que a prevaléncia de vaginite fingica causada por
espécies nao-albicans cresceu de 9,9%, em 1988, para 17,2% em 1995, a razdo desse
aumento ¢ atribuida ao uso inadequado de antifungicos.

Na América Latina a distribuicdo das espécies de Candida isoladas de infeccéo
da corrente sanguinea corresponde a 46,6% C. albincas, 21,3% C. tropicalis, 17,1%
C. parapsilosis e 3,6% C. krusei (PFALLEAR & DIEKEMA, 2004; DIEKEMA et al.,
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2009). Assim, muitas espécies ndo albicans mais comumente isoladas s&o menos
sensiveis aos derivados azdlicos, dificultando o tratamento dessas infec¢des. Embora a
sensibilidade do género Candida aos antifungicos disponiveis seja variavel e previsivel,
nem sempre uma determinada amostra isolada segue o padrdo geral (CROCCO et al.,
2004).

Essa € uma das razbes da crescente importdncia de novos testes de
susceptibilidade para se descobrir novos agentes antifingicos, devido ao aumento da
resisténcia das varias espécies fungicas aos antifingicos atuais e ao nimero crescente de

contaminacdo por espécies ndo-albicans afetando uma grande parte da populacéo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
e Contribuir para o perfil farmacogndstico de Cordia verbenacea DC. e
executar testes de atividade antimicrobiana do extrato bruto e suas

fracdes obtidos de suas partes aereas.

3.2 Objetivos especificos
e Caracterizar anatbmica e histoquimicamente o limbo foliar;
e Realizar testes de caracterizacdo fisico-quimica da droga vegetal
originada das partes aéreas;
e Tracar o perfil cromatogréafico do extrato bruto e suas fracdes (aquosa, n-
butanol, acetato de etila e hexano);
e \rificar a atividade anti-Candida do extrato bruto e suas fracdes

(aquosa, n-butanol, acetato de etila e hexano);
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencédo do material vegetal
Partes aéreas de Cordia verbenacea DC. foram coletadas da colecdo de plantas

medicinais, localizada no campo experimental do CPQBA — Unicamp, no Distrito de
Betel — Paulinia, SP (22°47°15.91”S 47°06°42.87”0). As folhas frescas foram
destinadas as analises anatémicas e histoquimicas. Também foram coletados exemplares
destinados a preparacdo de exsicatas (Figura 3), as quais foram enviadas para

tombamento no Herbario Sao José do Rio Preto (Ibilce/Unesp) sob o niumero 31235.

|
|
Figura 3: Amostra representativa do individuo estudado (Cordia verbenacea DC.) prensado e

seco para composicao da exsicata.

4.2 Estudo anatémico
Visando a analise anatdmica, o limbo de folhas de Cordia verbenacea DC. foi

divido em trés segmentos, sendo utilizados apenas os ter¢cos medianos. Para tanto, uma
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subamostra de 9mm? foi tomada e fixada em solucdo de glutaraldeido (2,5%) e
formaldeido (4%), por imersdo, durante 12 horas, em condicdo de vacuo e temperatura
ambiente.

Posteriormente, o material foi submetido a uma pré-infiltracdo e a infiltracao
para polimerizacdo em resina sintética glicol metacrilato, segundo Kraus & Arduin
(1997), sequindo as especificacdes do fabricante da resina (Leica®).

Apos a inclusdo, o material vegetal foi seccionado em micr6tomo, visando obter
seccOes de 7um de espessura. Seguiu-se, entdo, a aderéncia das sec¢des em laminas de
vidro e coloracdo com azul de toluidina 0,05% em tampéo fosfato pH 6,8 (KRAUS &
ARDUIN, 1997). Os cortes em seguida foram submetidos a secagem em estufa a 37°C e
na sequéncia montados em resina Permount® O estudo anatdémico das laminas foi
realizado em microscépio fotdnico (Zeiss®) sendo as imagens registradas em sistema de
captura acoplado. Também foram realizados cortes paradérmicos do limbo foliar para

vizualizacéo dos estomatos.

4.3 Estudo histoquimico
Para a realizacdo dos testes histoquimicos, folhas foram submetidas a cortes

transversais a mao e, segundo os procedimentos propostos por Ascensao (2003), foram
testados quanto a ocorréncia de compostos polares e apolares. Em seguida, os cortes
foram analisados e as imagens registradas em microscopio acoplado a sistema de
captura de imagens.

Quanto ao estudo das substancias apolares, foram utilizados os seguintes
reagentes: Sudan Il (JOHANSEN, 1940) para lipidios totais; sulfato azul do Nilo
(CAIN, 1947) para diferenciacdo de lipidios &cidos e neutros; reagente de NADI
(DAVID & CARDE, 1964) para identificacdo de Oleos essenciais e oleoresinas;
tricloreto de antiménio (HARDMAN & SOFOWORA, 1972; MACE & HOWELL,
1974) para identificacdo de esteroides; &cido sulfurico para a identificacdo de lactonas
sesquiterpénicas (GEISSMAN & GRIFFIN, 1971) e 2,A-dinitrofenilhidrazina
(GANTER & JOLLES, 1969-1970) para identificacio de terpenoides com grupo
carbonila.

Ja em relagdo aos compostos polares, foram utilizados os seguintes reagentes:
cloreto férrico (JOHANSEN, 1940) para a identificacdo de compostos fenolicos totais;
acido cloridrico para identificacdo de flavonoides, vanilina cloridrica (MACE &

HOWELL, 1974) para a identificacdo de taninos, reagente de Dragendorff
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(SVENDSEN & VERPOORTE, 1983) para identificacdo de alcaloides; lugol (JENSEN,
1962) para a identificacdo de amido; vermelho de ruténio (JOHANSEN, 1940) para
identificar pectinas e azul brilhante de Comassie (FISCHER, 1968) para identificar
proteinas totais.

Para a identificacdo de lactonas sesquiterpénicas foi utilizado o método de
Geissman & Griffin (1971), modificado por Higuchi (2007). Sendo assim, foi utilizada
uma solucdo de &cido sulfarico:glicerina (1:1), ao invés de &cido sulfurico concentrado,
de modo a permitir melhor visualizacdo dos resultados em virtude da preservacao das
estruturas celulares por mais tempo.

Em estudos histoquimicos empregados na deteccdo de metabolitos celulares
verificam-se em alguns casos, reacdes positivas para mais de uma substancia (conforme
0 reagente utilizado), dai a necessidade de testes complementares e da utilizacdo de
controles para a garantia da correta interpretacdo. Em virtude desta recomendacao,
foram realizadas trés repeticbes para cada teste, sendo necessarios testes
complementares quando os compostos forem determinados por apenas um tipo de
reacao de coloracdo.

Assim, os controles negativos utilizados para avaliacdo de substancias apolares
foram obtidos seguindo-se as recomendagfes de Lewinsohn et al. (1998) da seguinte
forma: os cortes foram submetidos a passagens de 10 minutos pela série etandlica 25%,
50%, 75% e 100% e cetdnica (50% em etanol e 100%), sequida de reidratacdo gradual.
Em relacdo aos compostos polares, os cortes foram submetidos a tratamentos de 15
minutos em solucédo de hipoclorito de sédio comercial (méximo de 2% de cloro ativo),

seguidos de 3 banhos consecutivos em solucdo de acido acético:agua destilada (1:500).

4.4 Obtencéo da droga vegetal
Partes aéreas (folhas, caules, flores e frutos) de Cordia verbenaceae DC. foram

coletadas e lavadas em solucdo de hipoclorito de sédio (0,2%) e agua destilada. A
seguir, 0 excesso de agua foi removido e as partes aereas foram conduzidas a secagem
em estufa de circulacdo de ar a 40°C até massa constante. Seguiu-se uma trituragdo das

partes aéreas secas em moinho de facas.

4.5 Determinacdo das caracteristicas fisico-quimicas da droga vegetal
Para a caracterizacdo da droga vegetal quanto aos seus parametros fisico-
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quimicos foram desenvolvidos segundo metodologias farmacopeicas [utilizando-se
como referéncias: Farmacopéia Brasileira (1988); Farmacopéia Brasileira (1996);
Farmacopéia Brasileira (2000); Farmacopéia Brasileira (2010); The United States
Pharmacopeia (2003)], e outras ndo farmacopéicas, descritas por Harbone (1998); Ansel
et. al. (2000); Costa (2001) e Aulton (2005). Todos os testes foram realizados em
triplicata.

4.5.1 Anéalise granulométrica
Visando a padronizacdo da droga vegetal, foi determinado o tamanho médio da

particula da droga vegetal, utilizando-se a passagem de 25,0g do p6 por uma sequéncia
de tamises com abertura de malhas diferentes, correspondentes a 1,000; 0,850; 0,425;
0,180; 0,125; 0,062 mm com tampa e recipiente coletor, utilizando tamisador vibratério
na escala de 100 vibragdes/minuto, durante 30 minutos. A quantidade de pé
remanescente em cada tamis e no coletor foi determinada e o tamanho médio de

particula foi calculado de acordo com a equacdo sugerida por Ansel et al. (2000).

_ = (retida) x (abertura média)
TMP—Z 100

4.5.2 Determinacéo da densidade aparente da droga vegetal pulverizada
Foram amostrados 50g da droga vegetal (AMOSTRAGEM, 1988) e colocados

em encapsulador contendo 25 cépsulas tamanho 0, as quais tiveram suas massas
medidas (vazias e cheias), sendo que a subtracdo entre esses valores é correspondente a
massa de droga vegetal. Sendo assim, a densidade aparente de cada droga foi
determinada pela relacdo massa de droga/volume (MARTINS & SACRAMENTO,
2004). O volume das 25 capsulas é de 17mL.

4.5.3 Perda por secagem do vegetal fresco
Trés amostras de 10g de folha fresca da espécie vegetal foi colocada em estufa

com circulagdo de ar a 40°C. A massa foi medida diariamente até obtengdo de valores
constantes. Os resultados foram expressos em porcentagem, sendo referentes a
quantidade de agua perdida durante o processo de secagem (DETERMINACAO, 1997).
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4.5.4 Determinacdo da perda por dessecacao
Colocou-se 10g da droga pulverizada em uma capsula, com a massa previamente

determinada, foi colocada em estufa a 105°C por 5 horas, sendo, apos arrefecimento,
pesada. Seguir-se-a a dessecacdo, avaliando-se a massa a cada 1 hora, até massa
constante. A seguir, a perda por dessecacdo pode ser determinada pela equacéo proposta
pela Farmacopéia Brasileira:

Pu-Ps

Pa x 100

Onde:
Pa: massa da amostra;
Pu: massa da capsula contendo a amostra antes da dessecacao;

Ps: massa da capsula contendo a amostra ap0s a dessecacao.

4.5.5 Determinacéao do valor pH
Sobre 1,0g de droga vegetal, originada das partes aéreas, foi vertido 99,0g de

agua em ebulicdo, deixando-se repousar por 15 minutos. A seguir, o liquido extrativo foi
filtrado e apds esfriar, 0 pH foi medido com peagémetro previamente calibrado. Para
maior reprodutibilidade, foi também determinado o pH da &gua utilizada para obtencao

da solucdo extrativa .

4.5.6 Determinacao do teor de cinzas totais
Cadinhos de porcelana foram calcinados em mufla a 450°C e deixados para

resfriar em um dissecador por 15 minutos. A seguir, sua massa foi determinada. 3,0g de
p6 da drogas vegetal, originada das partes aéreas, foram pesados e colocados nos
cadinhos, sendo levados para mufla a 450°C por 2 horas. Retirou-se, entdo, os cadinhos
da mufla e deixaram-se resfriar em dissecador por 15 minutos, seguindo-se
determinacdo da massa até valor constante. Os resultados foram expressos em

porcentagem, indicando o residuo de cinzas remanescentes no cadinho.

4.5.7 Determinacao do teor de cinzas insoltveis em acido
As cinzas obtidas previamente no ensaio de cinzas insolGveis em acido foram

aquecidas durante 5 minutos com 25mL de acido cloridrico 10% (p/v) e posteriormente
foi completado o volume para 100mL com agua destilada. Filtrou-se a solucdo obtida

em papel filtro isento de cinzas e o residuo foi lavado com agua quente até o filtrado
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sair limpido. O papel de filtro foi colocado no cadinho e levado a mufla para
incineracdo a 800°C até peso constante. Os resultados representaram a porcentagem de

cinzas insoluveis em relagdo a massa inicial de droga vegetal.

4.5.7 Determinacéo do teor de extrativos
Foram colocados 4,0g de droga em baldo de fundo chato, ao qual foi adicionado,

ainda, 100mL de agua. A seguir, mediu-se a massa do sistema baldo — droga — agua.
Posteriormente, o baldo foi deixado em repouso por 1 hora. Entéo, o baldo foi acoplado
a um sistema de refluxo, no qual foi aquecido por mais 1 hora. Completou-se a massa
do sistema com o liquido solvente, filtrando-se em seguida. 25mL do filtrado foi
evaporado em banho-maria e colocado em estufa a 105°C para total secagem. Pesou-se

o residuo obtido e o teor de extrativos foi determinado em porcentagem (WHO, 2001).

4.6 Analise fitoquimica preliminar
O objetivo das andlises fitoquimicas foi identificar os principais grupos de

metabdlitos secundarios presentes na droga vegetal, originada de partes aéreas, de modo
a direcionar os estudos subsequentes como a cromatografia em camada delgada descrita
no item 4.7.

Foram realizados testes para identificacdo dos grupos de metabolitos secundarios
indicados pelos testes histoquimicos presentes na espécie em estudo, segundo a
metodologia adaptada de Costa (2001).

4.6.1 Teste de identificacdo de saponinas
Durante 10 minutos, ferveu-se 2,0g da droga vegetal com 10mL de &gua

destilada. Apos resfriar filtrou-se a solucdo resultante para um tubo de ensaio, o qual foi
agitado vigorosamente durante 15 segundos. A ocorréncia de espuma e sua permanéncia

durante 15 minutos foi considerado resultado positivo.

4.6.2 Testes de identificacdo de taninos
Durante 15 minutos, ferveu-se 5,09 da droga vegetal com 100mL de agua

destilada. A solucdo foi filtrada e, apds arrefecimento foi armazenada para a realizagdo
dos seguintes de identificag&o.
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4.6.2.1 Reacdo com solucdo de gelatina
Tomaram-se 2mL da solucdo obtida em 4.6.2 em tubo de ensaio. Foram

acrescentadas 2 gotas de HCI diluido e, em seguida, solucdo de gelatina 2,5% gota a

gota. Formacao de precipitado indica reacao positiva.

4.6.2.2 Reagdo com sais de ferro

Tomaram-se 2mL da solucdo obtida em 4.6.2 em tubo de ensaio, e foram
acrescentados 10mL de agua destilada e, 2 a 4 gotas de solucdo de FeCl; a 1% em
metanol. Formacao de cor azul indica a presenca de taninos hidrolisaveis e de cor verde

presenca de taninos condensados.

4.6.3 Testes de identificacdo de flavonoides
Em um béquer de vidro foram tomados 3,0g da droga vegetal e adicionaram-se

20mL de éter de petroleo e, em seguida agitou-se durante 10 minutos com aquecimento
brando em banho-maria. Filtrou-se a quente com papel de filtro que ap6s secagem
apresentou po residual, o qual foi colocado em outro béquer e, foram adicionados 30mL
de metanol, aquecendo-se novamente em banho-maria por 20 minutos. Procedeu-se
nova filtragdo com recolhimento do filtrado em béquer. Evaporou-se o filtrado até

secura e adicionaram-se 10mL de etanol, obtendo-se o extrato final.

4.6.3.1 Reacdo de Shinoda

Colocou-se 1mL do extrato em tubo de ensaio, adicionando-se um fragmento de
magnésio metalico e gotas de &cido cloridrico concentrado. O resultado positivo é
constatado apds o desprendimento de hidrogénio e o aparecimento de coloracdo rosea

ou vermelha.

4.6.3.2 Reacdo de Taubock

Evaporou-se em banho-maria 3mL do extrato final até secura. O residuo foi
resfriad0 e umedecido com 5 gotas de acetona. Adicionou-se alguns cristais de acido
borico e acido oxalico. Evaporou-se novamente em banho-maria até secura evitando
aquecimento prolongado. Dissolveu-se o residuo em 5mL de éter etilico e observou-se
sob luz Ultravioleta (A 365nm). Em caso positivo aparecera fluorescéncia amarelo

esverdeada.
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4.6.3.3 Reacdo de Pew

Evaporou-se em banho-maria 3mL do extrato final em tubo de ensaio até a
secura. Ao residuo adicionou-se 3mL de metanol e uma pequena porcdo de zinco
metalico. Colocou-se aproximadamente 3 gotas de acido cloridrico concentrado. Em

caso positivo aparecera coloracdo vermelha.

4.6.3.4 Reacdo com cloreto férrico

Adicionou-se a 1mL do extrato final algumas gotas de solucdo metandlica de
cloreto férrico (FeCls) a 2%. Em caso positivo aparecera coloragdo verde, amarela ou
violacea dependendo do tipo de flavonoide.

4.6.3.5 Reacdo com cloreto de aluminio
Umedeceu-se areas diferentes de papel de filtro com o extrato final. Colocou-se
sobre uma das manchas uma gota de cloreto de aluminio a 5% em etanol. O resultado

positivo € indicado por fluorescéncia sob luz Ultravioleta (A 365nm).

4.6.4 Testes de identificacdo de Antraquinonas

4.6.4.1 Antraquinonas livres
Agitou-se 1g da droga vegetal com 10mL de éter etilico. A solugio etérea
adicionou-se 1mL de aménia diluida e agitou-se. Acamada aquosa em caso positivo

devera tornar-se résea.

4.6.4.2 Glicosideos antraquinénicos (Reacéo de Borntrager)

Ao po residual do teste de atraquinonas livres, seco, adicionou-se 20mL de agua
e ferveu-se por 5 minutos. Apds resfriamento, filtrou-se a solucdo. Ao filtrado juntou-se
10 mL de acido cloridrico e 3mL de agua oxigenada 30%. Apos resfriamento, filtrou-se
a solucdo. Extraiu-se por duas vezes com 5mL de éter etilico. Juntaram-se as fases
etéreas e agitou-se com 3 mL de amoénia diluida. A camada aquosa devera tornar-se

résea em caso positivo.

4.6.5 Testes de identificacédo de alcaloides
Foram utilizadas 59 da droga vegetal pulverizada, sendo homogeneizada e
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alcalinizada com carbonato de célcio a 10%. Adicionou-se 25mL de cloroférmio e,
depois de homogeneizado, filtrou-se a mistura para um funil de separacdo através de
papel de filtro previamente embebido em cloroférmio , agitando o filtrado com 7mL de
acido cloridrico 2%. Essa solucdo aquosa foi utilizada nas reacbes com reagentes de
Dragendorff, Mayer, Bertrand e Bourchardat, nas quais a precipitacdo ou turvacdo da

solucéo indicam resultado positivo.

4.6.6 Testes de identificacdo de cumarinas
Uma pequena quantidade de droga vegetal foi colocada em um béquer e coberta

com uma lamina de vidro. Aqueceu-se o béquer por 10 minutos e o sublimado formado
na lamina foi recolhido com 0,5mL de metanol. Trés gotas foram colocadas em papel de
filtro, adicionando-se em seguida uma gota de solucdo etanolica de hidréxido de
potassio (KOH). Exp6s-se a luz ultravioleta e observou-se se ocorria formacdo de

fluorescéncia verde.

4.6.7 Testes de identificacdo de metilxantinas
Em 5,0mL de &cido sulfurico e 5,0mL de agua destilada, 1g da droga vegetal foi

aquecida até fervura. Apos filtracdo, neutralizou-se o acido com aménia diluida e
extraiu-se com 5,0mL de cloroférmio em funil de decantacdo. Evaporou-se a fase
organica e ao residuo foram adicionados 3 gotas de acido cloridrico 6N e 2 gotas de
peréxido de hidrogénio, devendo aparecer coloracdo vermelha apOs evaporacdo. Ao
residuo, adicionou-se amdnia diluida, sendo que a coloracdo violeta indica resultado

positivo.

4.7 Cromatografia em camada delgada
A separacdo preliminar das substancias contidas nos extratos foi realizada

utilizando-se cromatografia em camada delgada (CCD) segundo Wagner et al. (1996).

4.7.1 Obtencédo do extrato bruto e frac6es
O extrato hidroalcodlico da droga vegetal (partes aéreas) foi obtido por

maceracao com etanol 70% (100g de droga vegetal para 900 mL de solvente), durante 7
dias, sendo que a solucdo extrativa foi seca em evaporador rotativo, seguido de secagem

em estufa a 40°C.
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O extrato bruto obtido foi solubilizado em aguia destilada na propor¢do de 10g
do extrato bruto para 100mL de agua destilada. Seguiu-se parti¢do liquido-liquido com
solventes de polaridade crescente (hexano, acetato de etila e n-butanol) em proporgdes
iguais de solugcdo aquosa e solvente organico, seguindo-se secagem em evaporador
rotativo e posteriormente em estufa (40°C), obtendo-se assim a fragdes a serem testadas:

hexanica, acetato de etila, n-butandlica e aquosa.

4.7.2 Técnicas cromatograficas
As técnicas de cromatografia em camada delgada (CCD) seguiu inicialmente as

condicBes de Wagner et al. (1996) quanto as fases mdveis e reveladores utilizados para
analise dos metabdlitos secundarios. As técnicas foram realizadas no Laboratorio de
Farmacognosia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, sob supervisdo do
Prof. Dr. André Gonzaga dos Santos. Durante os testes as fases moveis foram
otimizadas (Tabela 1) para se obter uma melhor resolugdo cromatografica. A fase
estacionéria utilizada foi silica gel comercial em placa de aluminio (60 Fzs4/Merck).

Tabela 1: Fases moveis e reveladores utilizados na identificacdo de metabolitos

secundarios utilizando a técnica de cromatografia em camada delgada.

Metabdlito

L. Fase Movel (v/v) Revelador
Secundario
. n-butanol/acido acético/agua
_______ revoneldes eosry R
. Cloroférmio/acetato de etila
Alcaloides (60:40) Dragendorff

hexano/acetato de
etila/isopropanol (70:28:2)
acetato de etila/acido Solucéo etandlica de FeCl3

Taninos formico/agua (80:10:10 e 90:5:5) 1%

4.8 Cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE
As técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada no

Laboratorio Multiusuario, UNESP, com a ajuda da Técnica Gabriela Merussi e sob
supervisao do Prof. Dr. André Gonzaga dos Santos.
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4.8.1 Preparo das amostras
Para analise por CLAE, 10,0mg de extrato bruto foram dissolvidos em 1,0mL de

metanol: agua (95:05, v/v), e submetido a pré-tratamento por extracdo em fase solida
numa pré-coluna SampliQ (C18 45um; 500mg, 6mL) que foi ativada com metanol e
condicionada com metanol: dgua (95:05, v/v). Apos a aplicacdo da amostra, a coluna foi
eluida com 4,0mL de metanol: &gua (95:05, v/v). O eluato foi seco num exsicador com
silica gel, sob pressdo reduzida, dissolvido em metanol (1,0mL), e filtrado através de
membrana de PVDF (0,45um) antes da analise por CLAE. O pré-tratamento foi
repetido para as fragdes aquosa, hexano, acetato de etila e n-butanol.

Aliquota de 20uL foi injetado numa coluna Hypersil ® Gold C18 (250mm X
4,6mm, 5um), que foi eluida com uma mistura de metanol e &gua, inicialmente a 05:95
(v/v), mudando por gradiente linear a 30:70 ao longo de 40 min. A taxa de fluxo de fase

mével foi de 1,0mL min™. A deteccdo foi realizada em 250nm.

4.9 Teste de atividade anti-Candida
Os estudos da atividade anti-Candida foram realizados no Laboratério de

Biotecnologia Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, Campus
de Araraquara, sob a supervisdo da Profa. Dra. Rosemeire Cristina Linhari Rodrigues
Pietro.

4.9.1 Selecdo e cultivo das linhagens de leveduras
Para os testes foram utilizadas as cepas ATCC (American Type Culture

Collection) de Candida albicans (90028), C. krusei (6258), C. parapsilosis (22012), C.
glabrata (90030) e C. tropicalis (750). As cepas foram cultivadas em &gar Sabouraud e
incubadas a 35°C durante 24 - 48 horas.

4.9.2 Preparo das amostras vegetais
Foram realizados célculos para se obter uma concentragdo inicial no primeiro

poco da microplaca de 2500pg mL™. Assim, foi feita uma solucdo mae de 10mg/mL
para o extrato e suas fracdes. Para o preparo da solucdo mae foi utilizada &gua destilada
para diluir o extrato bruto, fracdo aquosa, hexanica e n-butandlica, enquanto para fragcdo
acetato de etila foi realizada uma diluicdo inicial em dimetilsulféxido (DMSO) e

posteriormente uma nova diluico em agua para se obter a solugdo mae de 10mg mL™.



29

4.9.3 Determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) e da
concentracéo fungicida minima (CFM)

O ensaio de determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) frente a
leveduras do género Candida foi realizado utilizando a metodologia de diluicdo em
microplaca, segundo a Norma M27-A3 de 2008 da Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), com modifica¢des (CLSI, 2008).

O meio de cultura em caldo preconizado para ser utilizado para cultivo de
Candida sp. é o RPMI-1640 contendo glutamina e vermelho de fenol, mas sem
bicarbonato, suplementado de acido 3-[N-morfino] propanosulfénico (MOPS) na
concentracdo de 0,165mol L™, com pH 7,0 e esterilizado por filtragem, enquanto que o
meio sélido apropriado € o &gar-Sabouraud.

Apos a adicdo de 100uL de RPMI 1640 a todos os pogos, foram transferidos
100 pL das solugdes diluidas do extrato, das fracdes para o primeiro pogo de cada linha
de microplacas. Também foram transferidos 100uL da solu¢dao de controle positivo de
anfotericina B e das solugbes diluidas de controle negativo de DMSO conforme
esquematizado na Figura 2.

Diluigdes seriadas de 100uL foram realizadas e em seguida foram adicionados
100uL da suspensdo de levedura previamente preparada a todos os pogos da microplaca
(exceto naqueles destinados ao controle de esterilidade do meio) de forma que a
concentracdo de células sera de 2,5 10°leveduras mL™. As concentracfes das amostras
variaram de 1:1 a partir da maior até a menor concentracdo. As microplacas foram
incubadas por 48h a 35°C sob agitacdo constante a 150 rpm. A inibicdo do crescimento
fangico foi evidenciada pela adi¢do de 20uL de resazurina (0,1%) ap6s incubacdo a
35°C por cerca de 3 horas. O mecanismo baseia-se na reducdo da resazurina (cor
purpura) em resarufina (cor rosea), estando relacionado com a oxido reducdo do meio
de cultura utilizado. A resazurina tem uma correlacdo direta com a
quantidade/proliferacdo de organismos vivos, que incluem celulas fungicas (O’BRIEN
et al., 2000).
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@ Linha A: Testes: meio de cultura + Amostra vegetal (extrato bruto) + Candida sp.

o Linha B: Testes: meio de cultura + Amostra vegetal (fragdo aquosa) + . Candida sp.

@ Linha C: Testes: meio de cultura + Amostra vegetal (fracdo hexanica) + Candida sp.

@ Linha D: Testes: meio de cultura + Amostra vegetal (fracdo n-butanolica) + Candida sp.
O Linha E: Testes: meio de cultura + Amostra vegetal (fracdo acetato de etila) + Candida sp..

@ Linha F: Controle: meio de cultura + Afotericina B + Candiada sp

® Linha G (1 a 6): Controle positivo: meio de cultura + Candiada sp

O . G . ”: Linha H (1-6): Controle negativo: meio de cultura + Amostra vegetal

@ Linha G (7 a 12): Controle negativo: Meio de cultura

. Linha H (6 a 9): Controle negativo: meio de cultura + DMSO.

Q Linha H (10 a 12): Controle positivo: meio de cultura + DMSO + Candida sp.
Figura 4: Esquema da técnica de diluigdo em microplacas.

Antes da adicdo de resazurina, foi realizada uma sub-cultura de cada microplaca
utilizando meio agar Sabouraud em placa de Petri de 12cm didmetro para determinacao
da concentracdo fungicida minima, que consistiu na passagem de amostras de cada poco
da microplaca, utilizando palitos esterilizados, para placa de Petri marcada devidamente
com localidade de cada pogo, . As placas foram incubadas por 24h a 35°C. A
concentracdo fungicida minima foi entdo observada pela auséncia ou presenca de
crescimento da levedura (HAWSER & ISLAM, 1999). Os testes foram realizados em
triplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo anatémico
O estudo anatémico é de fundamental importancia para a correta identificacdo de

espécies vegetais, onde diversos marcadores anatdbmicos podem ser utilizados para
diferenciacdo de matérias-primas vegetais submetidas ao controle de qualidade. Por ser
uma técnica rapida e de baixo custo, pode ser utilizada tanto em industrias como em
farmacias.

Como vistos na Figura 3 cortes transversais na regido da nervura central e no
bordo das folhas de Cordia verbenacea apresentam as seguintes estruturas:

A epiderme adaxial apresenta células maiores que a epiderme abaxial, porém
com tamanhos e formas diferenciadas, quase sempre alongadas (Figura 3G, H e I). Tanto
na face adaxial quanto na abaxial nota-se na epiderme a presenca de tricomas tectores
unicelular com base plurecelular (Figura 3D) e tricomas glandulares de cabeca
unicelular (Figura 3E), observa-se que as bases dos tricomas abaula ligeiramente as
células epidérmicas, ja na face abaxial verifica-se estébmatos do tipo anomocitico
(Figura 3F). Akisue et al. (1983) descreveu ainda na epiderme adaxial a presenca de
cistolitos, porém a metodologia utilizada por ele ndo apresentou estudos com luz
polarizada, na qual o cristal presente no cistélito apresentaria luminescéncia, assim apds
uma varredura com luz polarizada pode-se constatar que a estrutura era na verdade a
regido de base de tricoma tector, o qual foi seccionado durante o procedimento de cortes
anatdmicos para preparacao das laminas (Figura 31 e J).

No mesofilo, que é do tipo dorsiventral, pode-se observar parénquima palicadico
(Figura 3G e H) constituido de uma Unica camada de células ocupando praticamente
metade do mesofilo e parénquima lacunoso (Figura 3G e H) com células de contorno
arredondado, o qual em seu meio ocorre frequentemente a presenga de idioblastos
contendo areia cristalina (Figura 31 e J), verifica-se também regibes vascularizadas com
feixes vasculares secundarios.

Na regido da nervura central, pode-se observar, 3 a 4 camadas de coléngquima do
tipo angular (Figura 3C), os feixes vasculares sdo colaterais e em meio ao parénguima
fundamental, o qual é bem desenvolvido, observa-se diversos idioblastos contendo areia

cristalina (Figura 3K e L).
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Figura 5: Fotomicrografias do aspecto anatdmicos de Folhas de Cordia verbenacea. A:
Regido da nervura central; B: nervura central com destaque para distribuicdo do
xilema e floema; C: nervura central, com detalhe do colénquima; D: tricoma tector; E:
tricoma glandular; F: estbmatos anomociticos; G: Regido do mesofilo; H: regido do
mesofilo com destaque para os feixes vasculares secundarios; I, J, K e L: Idioblastos
contendo areia cristalina presentes no mesofilo e no parénquima fundamental. Escala:
100pm
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A andlise histoquimica (Tabela 2) de Cordia verbenacea evidenciou a presenca

dos seguintes grupos de metabdlitos (Figura 4): lipidios totais, 6leos essenciais,

esteroides, terpenoides com grupo carbonila, compostos fenodlicos, flavonoides e

pectinas.

Tabela 2: Perfil histoquimico de folhas da espécie Cordia verbenacea.

Reagente Metabolitos Cordia verbenacea
Sudam I11 Lipidios totais +
Sulfato azul do Nilo Lipidios acidos e neutros -
Reagente de NADI Oleos essenciais +
Tricloreto de antiménio Esteroides +
Acido sulfarico+glicerina Lactonas sesquiterpénicas -
2,4-dinitrofenilhidrazina Terpenoides com grupo +

carbonila

Cloreto férrico Compostos fenolicos +
Acido Cloridrico Flavonoides +
Vanilina cloridrica Taninos -
Dicromato de Potassio Compostos fendlicos +
Dragendorff Alcaloides -
Lugol Amido -
Vermelho de ruténio Pectina +

Azul brilhante de Comassie

Proteinas totais

Alguns resultados negativos como o0 caso do teste para taninos podem estar

relacionados a época de coleta da espécie, pois, podem ocorrer variacbes de

sazonalidade. Sendo assim outros estudos devem ser efetuados para uma confirmagéo

mais precisa da ocorréncia dessas classes de metabélitos secundarios.

Entre os resultados positivos, a literatura ja evidenciava para Cordia verbenacea
a presenca de flavonoides (MATIAS et al., 2010), oleos essenciais (JORGE et al., 1998)
e terpenos (DE CARVALHO et al., 2004).



Figura 6: Fotomicorgrafia apresentando o0s resultados positivos dos testes
histoquimicos realizados em folhas de Cordia verbenacea. A: controle, B e E:
compostos fenolicos, C: flavonoides, D: lipidios totais, F: pectinas, G: esteroides e H:
6leo essencial e I: terpenoides com grupo carbonila. Escala: 200um.
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5.3 Determinacao das caracteristicas fisico-quimicas da droga vegetal
De modo geral, para se observar os resultados das analises de caracterizagdo

fisico-quimica desenvolvidas, seguem os valores determinados para cada parametro
(Tabela 3), referente a droga vegetal (partes aéreas) utilizada no estudo, os quais serdo

abordados com maiores detalhes na sequéncia do texto.

Tabela 3: Pardmetros fisico-quimicos de qualidade da droga vegetal obtida a partir das

partes aéreas de Cordia verbenacea.

Determinagdes fisico-quimicas Resultados
Perda por secagem do vegetal fresco (%) 77,65 +0,98
Granulometria p6 moderadamente grosso
Tamanho médio de particula (mm) 0,4293 +0,008
Densidade relativa (g mL™) 0,374 +0,0021
pH 7,01 £0,011
Perda por dessecagdo (%) 8,40 +0,21
Cinzas totais (%) 17,40 0,46
Cinzas insoltveis em &cido (%) 1,02 +0,06
Teor de extrativos (%) 31,48 +0,49

Partes aéreas de Cordia verbenacea foram mantidas em estufa de circulacdo de
ar a temperatura de 40° C, até estabilizacdo da massa (72 horas). A determinacdo da
perda por secagem a 40° C é importante para idealizar o tempo necessario de exposi¢do
da planta ao processo de secagem para que ocorra a estabilizacdo da massa do material
vegetal, fato importante, devido a presenca de agua no material vegetal fresco, o que
pode propiciar, com o tempo e exposicdo, a proliferacdo de micro-organismos e
continuidade de atividades enzimaéticas, prevenindo dessa forma a degradacdo de
compostos de interesse. E um pardmetro de qualidade e validacdo do processo de
secagem para se obter uma padronizacdo do tempo necessario para se obter massa
constante. O valor do resultado para perda por secagem do vegetal fresco obtido foi de
77,65% em relacdo a sua massa total, constando a perda de 4gua e também de materiais
volateis.

Posteriormente foi realizado o teste para a determinagdo do teor de umidade,
pela perda por dessecagdo do material analisado, com resultado de 8,4%, mostrando que
0 processo foi eficiente para manter a umidade <14% (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
1988), Valores de umidade acima do limite especificado podem favorecer o crescimento

de micro-organismos e a degradacdo quimica ou enzimatica da droga vegetal.
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A avaliacdo granulométrica do material vegetal pulverizado € um parametro
imprescindivel a ser estabelecido. Ao determinar a granulometria do po resultante da
droga vegetal, pode-se estimar a eficiéncia do processo de moagem utilizado,
correlacionando-o ao grau de divisdo da droga vegetal obtido e, deduz-se que o maior
grau de pulverizacdo da droga vegetal representa uma influéncia direta sobre a
eficiéncia no processo extrativo e mistura (SIMOES et al., 2010). Por isso, é de suma
importancia a determinacdo do tamanho das particulas da droga vegetal, a qual se esta
manipulando, visto que o seu tamanho é relevante para as analises propostas neste
trabalho. A analise estatistica dos resultados obtidos para a determinacdo da
granulometria e tamanho médio de particula, foi realizada em intervalos de tamanhos
diferentes de tamises e, representados na forma de histograma (Figura 5), gerado a partir
de dados da faixa granulométrica, o qual permitiu que o percentual de particulas
apresentadas num dado diametro equivalente fosse determinado.

Verifica-se que a maior parte de suas particulas apresentam-se entre as faixas
granulométricas de 180 a 850 um, como apresentado na Figura 5, caracterizando-se
como pé moderadamente grosso, segundo a classificacdo da Farmacopeia Brasileira
(2010) e, o valor do tamanho médio das particulas do p6 apresentado (Tabela 3) foi de
0,4293 mm, segundo os valores representativos da analise granulométrica e, sendo
determinado pelo célculo descrito segundo Ansel e colaboradores (2000). Dessa forma,
o tamanho das particulas da droga pulverizada representa diretamente uma influéncia
sobre a eficiéncia no processo extrativo, pois para aqueles que envolvem filtracdo, um
p6é muito fino pode favorecer o entupimento do filtro e, tecidos mais rigidos podem
dificultar a penetracdo do solvente, sendo que para esses, suas particulas devem ser
menores (HUBINGER, et al. 2009).
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Figura 7: Distribuicdo do tamanho das particulas da droga vegetal obtida das partes
aéreas de Cordia verbenacea.

A densidade da droga vegetal é um parametro que pode ser analisado e, de
acordo com sua avaliagdo, teve como resultado um valor de densidade aparente de
0,374 gmL™

A determinacdo potenciométrica do pH foi obtida, pela leitura em peagdémetro,
indicando como resultado o valor de 7,01 unidades de pH. Para uma melhor
reprodutibilidade da analise, o valor do pH da agua deionizada também foi verificado,
devido ao fato desta ser utilizada no procedimento para a obtencdo da solucao extrativa
e seu valor foi de 6,66 unidades de pH. O que sugere a presenca de substancias basicas
na droga vegetal estudada.

Quanto a determinacdo do teor de cinzas totais e cinzas insollveis em &cido,
para as partes aéreas de Cordia verbenacea, os teores obtidos foram de 17,40% e de
1,02%, respectivamente. Por se tratar de uma droga vegetal, o objetivo desta analise é a
verificacdo de impurezas inorganicas de natureza fisioldgica e ndo-fisiologica, essas
impurezas podem ser de materiais estranhos como particulas do solo depositadas sobre
as superficies da planta ou minerais acumulados pela planta para seu desenvolvimento.

O rendimento observado na analise do teor de extrativos foi de 31,48%. Porém,
é importante levar em consideracdo a substancia que se deseja extrair. Como para
flavonoides foi demonstrado que a mistura etanol:agua é eficiente para a extracdo desses
compostos com polaridade alta (HUBINGER et al., 2009).
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5.4 Andlise fitoquimica preliminar e cromatografia em camada delgada (CCD)
As plantas medicinais apresentam metabdlitos secundérios diferentes em sua

composicdo quimica, isso a leva poder ter alguns tipos de marcadores quimicos,
facilitando sua diferenciacdo e sua area de atuacdo farmacologica. Assim, de acordo
com a literatura, a espécie Cordia verbenacea tem como metabdlito secundario os
flavonoides, principalmente a artemetina (MATIAS et al., 2010).

A cromatografia em camada delgada, que é um método fisico-quimico de
separacdo e estd fundamentada na migracdo diferencial dos componentes de uma
mistura, que ocorre devido a diferentes interacfes, entre duas fases imisciveis, a fase
movel e a fase estaciondria, assim com uma grande variedade de combinagfes entre
fases moveis e estacionérias a torna uma tecnica extremamente versatil e de grande
aplicacdo (DEGANI et al. 1998). Assim a Cromatografia em camada delgada e triagem
fitoquimica preliminar (Tabelas 3 e 4), ajudaram a determinar a presenca dos
metabdlitos secundarios presentes na droga vegetal (originada de partes aéreas)
estudada.

Tabela 4: Resultados referentes a triagem fitoquimica preliminar da droga vegetal

pulverizada das partes aéreas de Cordia verbenacea.

Metabolitos secundarios Método de reacéo Resultados

Saponinas Indice de espuma +

""""""""" _ Gelatina +
Taninos o

Cloreto ferrico +
"""""""""""""""""""""""""""" Shinoda -

Taubock +

Flavonoides Pew -

Cloreto férrico +

Cloreto de aluminio +

. Livres -

Antragquinonas Combinadas ]
" Dragendorff +
. Mayer -

Alcaloides Bertrand ]
Bourchardat +
Cumarinas Detecgéo por UV -

Metilxantinas Reacdo com amodnia -
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A andlise fitoquimica preliminar (Tabela 4), realizada com partes aéreas de
Cordia verbenacea, constatou a presenca de saponinas, taninos, flavonoides e
alcaloides. Porém o resultado positivo para alcaloides na triagem fitoquimica €
discutivel, pois diante das reacdes utilizadas para sua determinacéo apenas as reacGes de
Dragendorf e Bourchard apresentaram resultados positivos e ainda assim, apresentaram-
se com uma pequena turvacdo, o que pode levar a falsos positivos, desta forma ao
compara-lo com o resultado negativo para alcaloides em CCD (Figura 6 A) e nos testes
histoquimicos (Item 5.2), pode-se constatar que os resultados da triagem apresentaram
apenas tracos de alcaloides. Um outro aspecto que ajuda a explicar os tracos de
alcaloides na triagem fitoquimica € que em algumas outras espécies da familia das
Boraginaceas como Cordia sellowiana Cham. e Cordia myxa L. (Boraginaceae Jussieu),
apresentam alcaloides como um dos seus principais metabdlitos (BARROSO &
OLIVEIRA, 2009), dessa forma por serem da mesma familia, apresentam indicios de
marcadores quimicos similares, porém ndo necessariamente em quantidade
significativa.

Ainda a andlise em cromatografia em camada delgada (CCD), confirmou a
presenca de flavonoides no extrato bruto e em todas as fragdes, com manchas intensas
na fracdo n-butanol, cuja presenca ja era constatada por Matias et al., (2010) que afirma
que um dos ativos terapéuticos da espécie em estudo sdo os flavonoides, confirmando
assim o resultado positivo nos testes histoquimicos (Item 5.2) e na triagem fitoquimica
preliminar. No entanto, o teste de Shinoda (flavonas, flavonois e flavononas) apresentou
resultado negativo para a amostra estudada, entrando em desacordo com a literatura que
afirma a presenca de flavonas no caso a artemetina para a espécie em questdo, porém
este resultado pode estar relacionado a um efeito de sazonalidade, pois ndo se sabe em
gue época do ano pesquisadores coletaram a espécie para realizarem seus estudos.

Foi evidenciado a presenca de terpenos no extrato bruto e nas fragdes hexano e
acetato de etila (Figrura 6C), ja evidenciados no 6leo essencial de C. verbenacea por De
Carvalho et al.(2004) nas formas de monoterpenos e sesquiterpenos, que entre seus
constituintes pode-se citar o o-pineno, aloaromadendreno, trans-cariofileno, a-
humuleno e o-gurjuneno, confirmando também a presenca ja evidenciada no teste
histoquimico. Taninos no extrato bruto e fracbes aquosa, n-butanol e acetato de etila
(Figura 7 A e B). Para os taninos foram utilizadas duas fases moveis para se observar

manchas mais e menos polares que eram muito arrastados ou ficavam retidas na origem,
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essa analise serviu para evidenciar a presenca de taninos, o qual, foi evidenciado na

triagem fitoquimica preliminar, porém néo foi evidenciado no teste histoquimico.

Figura 8: Determinacdo da presenca e auséncia de metabdlitos secundéarios em Cordia
verbenacea por cromatografia em camada delgada. Distribuicdo na placa: extrato bruto/fracio
aquosa/n-butanol/hexano/acetato de etila. A: Auséncia de Alcaloides, revelador Dragendorff e
fase movel Cloroformio/acetato de etila (60:40); B: Presenca de flavonoides no extrato bruto e
em todas as fragoes, revelador NP-PEG e fase movel n-butanol/&cido acético/agua (60:37:3); C:
Presenca de terpenos no extrato bruto e nas fragdes hexano e acetato de etila, revelador

anisaldeido sulfarico e fase mével Hexano/acetato de etila/isopropanol (70:28:2).
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Figura 9: Determinacdo da presenca de metabolitos secundarios em Cordia verbenacea por
cromatografia em camada delgada. Distribuicdo na placa: extrato bruto/fragdo aquosa/n-
butanol/hexano/acetato de etila. A: Presenga de taninos no extrato bruto e fragbes aquosa, n-
butanol, revelador solucdo etandlica de FeCl; 1% e fase mdvel acetato de etila/acido
férmico/agua (80:10:10); B: Presenca de taninos no extrato bruto e fragdes aquosa, n-butanol e
acetato de etila, revelador solucdo etanolica de FeCl; 1% e fase movel acetato de etila/acido
férmico/agua (90:5:5).

5.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia— CLAE
Nenhum registro das técnicas cromatograficas contemporaneas sera completo se

ndo incluir a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). E um tipo de
cromatografia liquida empregando pequenas colunas, recheadas de materiais
especialmente preparados e uma fase movel que é eluida sob altas pressdes. Tem a
capacidade de realizar separacOes e analises quantitativas de uma grande quantidade de
compostos presentes em varios tipos de amostras, em uma rapida escala de tempo, com
alta resolucdo, eficiéncia e sensibilidade.

A andlise dos perfis cromatograficos das fragdes (Figura 8 e Figura 8a)

demonstra a eficiéncia do procedimento de fracionamento do extrato bruto de Cordia
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verbenacea, no qual as substancias mais polares (menor taxa de retencdo) estdo
presentes na fracdo aquosa (Figura 8), enquanto as substancias menos polares (maior
taxa de retencdo) se distribuiram entre as outras fracdes. No caso das fracdes acetato de
etila e hexano, pode-se verificar que elas possuem perfil cromatografico semelhante

enquanto a fragdo n-butanol tem perfil cromatogréafico distinto das demais.
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Figura 10: Cromatogramas do extrato bruto de Cordia verbenacea e suas fracGes

utilizando CLAE. A: Extrato bruto; B: Fracdo n-butanol; C: Fracdo aquosa; D: Fracgéo

Acetato de etila; E: Fragdo hexano.
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Figura 10a: Cromatogramas do extrato bruto de Cordia verbenacea e suas fracdes

utilizando CLAE. D: Fracdo Acetato de etila; E: Fracdo hexano.

5.6 Determinacdo da atividade anti-Candida
N&o existe consenso sobre o nivel de inibicdo aceitavel nos produtos naturais

quando comparados com antifangicos padrfes, pois provavelmente a ocorréncia de um
sinergismo entre varios componentes presentes nos extrato é o causador da
atividade(GUEDES et al. 2009), podendo ser relacionados a outros fatores, como por
exemplo, fatores ambientais como: sazonalidade, ritmo circadiano, locais de cultivo,
entre outros, pois tais fatores podem influenciar na producédo dos metabdlitos ativos das
plantas.

Aligianis et al. (2001) propés uma classificagdo para materiais vegetais
baseando-se nos resultados de CIM, considerando como forte inibi¢do a CIM até 500ug
mL™; inibicio moderada a CIM entre 600 e 1500pug mL e como fraca inibicdo a CIM
acima de 1600pg mL™. Enquanto outros autores como Mbaveng et al. 2012 e Rios &
Recio, 2005 citam que uma concentraco inibitéria muito interessante é de 100pg mL™

de extrato bruto porém, Mbaveng et al. (2012) ainda considera uma atividade
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moderada os valores de MIC que variam entre 100-625 pg mL™.

Assim, conforme os resultados obtidos e descritos na Tabela 5, o extrato bruto de
Cordia verbenacea, teve uma fraca atividade contra cepas de C. albicans, uma
moderada atividade contra C. parapsilosis, e uma forte atividade contra C. tropicalis, C.
krusei e C. glabrata, porém apresentou atividade fungicida apenas contra as cepas C.
tropicalis e C.krusei.

As fragBes aquosa e n-butanol, ndo apresentaram nenhuma atividade até a
concertracdo de 2500pg mL™ contra C. albicans, contra C. parapsilosis a fragdo n-
butanol obteve uma moderada atividade, enquanto que a fracdo aquosa obteve uma
fraca atividade, ambas as fragOes tiveram moderada atividade contra C. tropicalis e forte
atividade contra C. krusei e C. glabrata. Enquanto as fracbes hexano e acetato de etila,
pode-se verificar uma moderada atividade contra cepas de C. albicans, C. parapsilosis e
C. tropicalis e uma forte atividade contra C. glabrata e C. krusei.

Todas as fragdes e 0 extrato bruto tiveram seus melhores resultados contra cepas
de C. glabrata e igualmente entre todos apenas foi inibido o crescimento desta cepa,
sem conseguir mata-la, ou seja, as fracGes juntamente com o extrato bruto séo

fungistaticas, como verificado no CFM da C. glabrata.

Tabela 5: Concentracdo inibitdria minima (CIM) e concentragdo fungicida minima

(CFM) (ng mL™) do extrato bruto de Cordia verbenacea e suas fracoes.

C. albicans C. parapsilosis C. glabrata C. tropicalis C. krusei

CIM CFM CIM CFM CIM CFM CiM CFM CIM CFM

Ext. bruto 2500 >2500 625 >2500 9,77 >2500 31255 3125 3125 2500
F. aquoso >2500 >2500 2500 >2500 9,77 >2500 625 >2500 3125 625
F. hexano 1250 >2500 1250 1250 39,06 >2500 625 625 3125 625
F. n-butanol >2500 >2500 1250 >2500 19,53 >2500 625 625 3125 >2500
F. acetato 1250 >2500 1250 1250 19,53 >2500 625 1250 625 2500
AnfotericinaB 0,25 0,25 0,50 0,50 0,50 0,50 050 200 050 0,50

Desta forma, dentre todos os resultado um dos fatos que mais se chama a
atencdo ¢ a forte acdo fungistatica obtida contra C. glabrata onde o CIM varia de 9,77 a
39,06pg mL™, porém néo se obteve nenhuma atividade fungicida quando determinado o

CFM. Desta forma, essa variancia pode estar relacionada a presenca de taninos, no
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extrato bruto e em quase todas as fracbes como verificado na analise em cromatografia
em camada delgada (Figura 7), pois os taninos apresentam atividade fungistatica
(PASSOS et al., 2002) além das outras classes de metabolitos secundarios que foram
determinados pela CCD, triagem fitoquimica e testes histoquimos, que ja demonstraram
atividade antimicrobiana, como flavonoides e terpenos (ARIF et al., 2009; COWAN,
1999), assim, as cepas de C. glabrata se demonstraram mais sensiveis para atividade
fungistatica do que em relacéo as demais cepas. Este dado é de muita utilidade devido a
C. glabrata ser uma das espécies ndo-albicans que mais atinge a populacdo em geral,
além ser resistente aos azdélicos e outros antifingicos, como no caso do fluconazol
(AGHAet al., 2011).

Em comparacdo com estudos de atividade antifingica do 6leo essencial de
Cordia verbenacea, estes resultados apresentaram um desempenho muito superior
relacionados as cepas de C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis e C.krusei. Assim,
comparando os resultados deste estudo com os resultados dos estudos realizados por
Rodrigues et al. (2011), o qual, fez teste de atividade antimicrobiana utlizando o 6leo
essencial de Cordia verbenacea obtendo valores de CIM 512pg mL™ para C. albicans e
C. krusei, os resultados apresentados na tabela acima mostram valores muito mais
eficazes no caso de C. krusei, além de apresentarem atividade contra outras espécies de
Candida. Vale ressaltar que as cepas utilizadas para ambos os estudos sdo diferentes
(isolados), podendo haver discrepancias nas comparag6es dos resultados.

Pode-se também chamar a atencdo para as cepas de C. tropicalis, a qual se
obteve os melhores valores de CFM relacionados ao extrato bruto e as fragdes n-
butanol, hexano e acetato de etila, fracGes estas que contém substancias menos polares
como citado na parte do perfil cromatografico por CLAE (Item 5.5).

Desta forma, uma possivel ampliacdo de estudos com Cordia verbenacea nao
apenas focados no 6leo essencial, mas também na producdo de extratos, seria uma
importantes estratégias na busca por novas substancias ativas, com atividade

antifangica.
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6. CONCLUSAO

Consideraram-se Uteis para o controle fisico-quimico da droga vegetal, os
valores de perda por dessecagdo, cinzas totais e cinzas insoltveis em &cido . O local de
coleta dos ramos se deu em area de cultivo de exceléncia, ressaltando assim que 0s
valores encontrados servem como parametros para futuras analises.

Ha metabolitos secundarios que servem como marcadores quimicos para se
verificar a autenticidade da droga vegetal e também como motivo para futuros estudos
fitoquimicos, como no caso dos flavonoides, taninos e terpenos que foram evidenciados
nos testes histoquimicos, triagem fitoquimica preliminar e na cromatografia em camada
delgada.

O estudo anatébmico demonstrou a ocorréncia de tricomas e idioblastos
cristaliferos com areia cristalina nas regides do mesofilo e nervura central, podendo
assim servir como diferenciadores anatdmicos.

A atividade anti-Candida demonstrou acdo promissora para 0 extrato bruto e
suas fracOes, retratando uma parte da atividade biolégica dos metabolitos extraidos,
principalmente contra as cepas ndo-albicans, sendo elas, C. parapsilosis, C. glabrata
(a qual se obteve os melhores resultados para CIM, variando de 9,77 a 39,06 ug mL™),
C. tropicalis e C.krusei.

Verificou-se, entdo uma possivel ampliacdo de estudos com Cordia verbenacea
ndo apenas focados no Gleo essencial, mas também na producdo de extratos, uma das

importantes estratégias na busca por novas substancias ativas.
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